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piel produciendo  ampollas,  edema,  irritación, ulceraciones  y quemaduras.    También 





En este estudio  se ha  trabajado con  fibroblastos humanos  cultivados   en medio 
DMEM  (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) y con uno de sus derivados, el sulfuro 
de  mostaza    con  fórmula  química  2‐cloroetil‐  sulfuro  (CES),  para  determinar  la 
viabilidad celular tras una   exposición de 30 minutos a diferentes concentraciones de 
CES  (200, 500, 1000 y 2000 µM).   Se ha calculado que  la dosis  letal al 50%  (LD50) se 
encuentra  cercana  a  1000  µM  mediante  el  uso  de  la  técnica  MTT  (Thiazolyl  Blue 
Tetrazolium).    
A  través  de  la  citometría  de  imagen  AMNIS  hemos  podido  diferenciar  los 


















edema,  irritation,  ulceration  and  burns.    It  can  also  be  absorbed  through  ocular 
(conjunctiva)  and  respiratory  tract.    The main mechanism  of  action  is  alkylation  of 
several  cellular  components,  including  the  DNA.      Its  intervention  in  inflammatory 
mechanisms  produces  the  liberation  of  reactive  oxygen  species  that  cause  DNA 
mutations, altering the cellular division and finally cellular death. 






We have differentiated  the multiple  types of  cellular death by  image  cytometry 




concentrations of 0,5 and 2,5 µM  in human  fibroblasts exposed  to sulfur mustard at 
1000 µM, obtaining a cellular protection of 60 and 80% respectively. 
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La mostaza de  sulfuro  (SM) o  sulfuro de bis(2‐cloroetilo), es un  líquido aceitoso 









la  producción  del  compuesto  purificado  se  informó  por  primera  vez  por  Meyer  en 
1886.   A partir de esa fecha se ha estado utilizando con fines bélicos y no industriales 
como sí lo han hecho otros compuestos químicos que se inventaron al mismo tiempo.  
Fue  utilizada  por  primera  vez,  como  agente  químico  de  guerra,  durante  la  Primera 
Guerra Mundial (1917) por parte de  los alemanes que bombardearon  la ciudad belga 












que  ya  eran  conocidas, pero que  fueron modificadas  de  forma  que  tuviesen mayor 
eficacia en cuanto a  fines bélicos; algunos de estos nuevos compuestos nitrogenados 
son: tris‐(2‐cloroetil) amina, metil‐ y etil‐bis‐(2‐cloroetil) amina cuyas abreviaturas son 






















La  generación  en  el  organismo  de  estos  intermediarios  reactivos  debido  al 
contacto  con  estas  sustancias  conduce  a  una  reacción  con  diferentes  moléculas  o 
estructuras celulares (Pita R. and Vidal‐Asensi S., 2010). 























resultando este último grupo menos  tóxico según  la LD50  (Dosis Letal al 50%).  (Keke 






Observándose  diferencias  muy  sutiles  entre  ellas,  de  tal  forma  que  en  2008, 




La  conclusión  a  la  que  llegan  estos  autores  es,  que  las  células  que  han  estado 
expuestas al gas mostaza,  sufren mutaciones del material genético con alteraciones 
en la división celular (Sharma et al., 2008)  
Posteriormente  Inturi  Swetha  y  colaboradores, en 2014 observaron que  cuando 
las  células  eran  expuestas  a  la mostaza  de  nitrógeno,  se  alteraba  la  estructura  del 
material  genético  surgiendo  uniones  covalentes  de  los  compuestos  mostaza  con  el 
ADN celular, irrumpiendo en los mecanismos de transcripción, transducción, o incluso 
en  la  organización  de  cromatina.  Esas  uniones  covalentes  con  el  ADN  limitaban  la 
estabilidad electrolítica y podían persistir el tiempo suficiente como para interrumpir la 
fase S del ciclo celular (Inturi Swetha et al., 2014).  











La  síntesis  proteica  se  ve  alterada  por  dos  vías.    Una  de  ellas  consiste    en  la 
alquilación directa del ADN y su afectación por las especies reactivas del oxígeno (ROS) 
que  surgen de  la  interacción de  la mostaza  con  el  glutatión;  como  consecuencia  se 
alteran  la  transcripción  para  la  formación  de ARN  y  la  transducción  que  iniciaría  la 
síntesis proteica.    La otra vía  se ve modificada debido a  la alquilación directa de  las 
proteínas de  la membrana celular produciéndose  inhibición enzimática y alterando  la 
señal  de  transducción.    Todo  ello  contribuye  a    la  alteración  del  funcionamiento 
celular. 
Se  sabe  que  la  interrupción  de  la  polaridad  celular  junto  con  la  pérdida  de  la 
señalización  de  la  integrina  beta  4  puede  sensibilizar  a  las  células  epiteliales  a  la 
muerte celular apoptótica.   Es posible que  la pérdida de  las uniones entre  las células 
mediante  hemidesmosomas  durante  la  exposición  de  la  mostaza  de  azufre  puede 
actuar  de  una  manera  similar  a  hacer  que  las  células  sean  más  susceptibles  a  la 
apoptosis (Greenberg Shari et al., 2006). 
Smith y colaboradores en 1995 observaron que las enzimas que contienen grupos 
sulfidrilo  y  que  están  encargadas  de  regular  la  homeostasis  del  calcio  en  la  célula, 
producían una reacción de alquilación en la célula con los iones sulfonio y amonio.   
Esto provoca un aumento de la concentración intracelular de calcio que altera los 
microfilamentos  responsables  de  la  integridad  de  la  célula  y  activa  endonucleasas, 
proteasas  y  fosfolipasas,  que  finalmente  provocan  muerte  celular.  Pita  R.  y  Vidal‐























no  reconocían;  observaron  que  había  una  detención  del  consumo  de  energía  de  la 
célula  que desencadenaba  su muerte.   Años después  se ha  observado  que  en  esos 







Los  iones  reactivos de SM y ROS dañan el ADN y  conducirían a  la activación de 
polimerasas  (PARP),  disminución  del  ATP  celular  y  necrosis.    Otro  tipo  de  muerte 
celular  que  se  ha  observado  ha  sido  la  apoptosis  mediante  la  activación  de  la  vía 
extrínseca e  intrínseca de  apoptosis.  La  liberación de prostaglandinas  y de  citocinas 
proinflamatorias, que se ha relacionado con la activación de NFkB, provocan necrosis. 
Kehe  Kai  y  colaboradores  demostraron  que  se  producía  activación  de 
metaloproteinasas  de  matriz  (MMP)  que  podrían  estar  relacionadas  con  la 
transducción  de  la  señal,  pero  no  lograron  identificarla.    Los  inhibidores  de  las 
polimerasas, fármacos antiinflamatorios, antioxidantes, e inhibidores de MMP podrían 
ser  medidas  farmacológicas  prometedoras  para  mejorar  la  clínica  (Kehe  Kai  et  al., 
2008). 
 
Todos  estos  procesos mencionados  desencadenan muerte  celular.  Se  sabe  que 










La  apoptosis  o muerte  celular  programada  es  el  proceso  por  el  que  las  células 
inducen  su  propia  muerte  en  respuesta  a  determinados  estímulos.  En  su  proceso 
ocurre  un  desmantelamiento  progresivo  del  contenido  celular  por  absorción  de  los 
tejidos, disminución del volumen celular, condensación de  la cromatina y escisión del 
DNA cromosómico en fragmentos. 
Al  contrario  de  las  células  necróticas,  la  membrana  plasmática,  mantendrá 















una  proteína  que  pertenece  a  la  superfamilia  de  los  Factores  de Necrosis  Tumoral 









en  cultivos  de  queratinocitos  y  en  injertos  de  piel  humana,  los  cuales  habían  sido 
expuestos a SM y observaron que en la mayoría de las células se producían fenómenos 
de  apoptosis,  debidos  a  un  mecanismo  mediado  por  caspasas  a  través  de  los 
receptores  de  Fas/TNF;  también  observaron  en  pequeñas  poblaciones  celulares 
fenómenos de necrosis celular.  
  La vía de apoptosis tipo II, intrínseca o mitocondrial es producida en respuesta 
a una  lesión  celular u otras  formas de  estrés  como  señales de muerte  extracelular, 
daños  intracelulares, daño al ADN,  falta de oxígeno, de nutrientes o de  señales que 
influyen directa o  indirectamente en el potencial de membrana mitocondrial y en su 
capacidad oxidativa.  Se produce la liberación irreversible en el citosol de proteínas de 
la matriz mitocondrial  y  de membrana:  citocromo  C  (componente  de  la  cadena  de 
transporte  de  electrones  mitocondrial),  factor  inductor  de  la  apoptosis  (AIF), 
endonucleasa G y proteínas Smac/Diablo (Hengartner M.O., 2000).   De este modo se 
inicia una cascada diferente de la extrínseca; el citocromo C liberado al citosol activa el 




inhibición de  la  fosforilación oxidativa, que activa vías de  transducción  involucrando 
proteínas  quinasas,  p53,  proteínas  de  familia  Bcl‐2,  PARP,  proteasas,  ROS, 
mitocondrias  (Mimeault M.,  2002)  dando  lugar  a  una  disminución  de  los  segundos 
mensajeros  Ca++  y  ATP  y  finalmente  muerte  celular.  Es  la  expresión  de  la  muerte 
patológica de un  conjunto de  células o  tejido, provocada por un  agente o  situación 









pH  intracelular  (Lockshin R. A. et al, 2002) caracterizada por un  influjo de agua y de 
iones extracelulares (aumento de Na+ y Ca++ citosólico) con un aumento de volumen de 
la célula (Mimeault M., 2002), liberación de ROS y perturbación en la organización del 
citoesqueleto  que  conducen  finalmente  a  la  alteración  de  la  integridad  de  la 




alteraciones  en  tejidos  y  órganos,  así  como  en  su  reparación  (Kehe  Kai  and  Szinicz 
Ladislaus, 2005). 
IV. NECROPTOSIS 
Es un  tipo de muerte  celular programada que origina disfunción mitocondrial  y 
permeabilización  de  la  membrana  plasmática  con  la  consiguiente  liberación  del 
contenido  citoplasmático  al  espacio  extracelular  dando  lugar  a  reacciones 
inflamatorias.  Está  asociada  a  ROS  pero  sin  fragmentación  del  ADN  (Wu  W  et  al., 
2012).    Se  caracteriza por  la  activación del  receptor de  interacción de  la proteína  1 
(RIP1) que  se activa en primer orden  y del  receptor de  interacción de  la proteína 3 
(RIP3)  (Cho Y. S. et al, 2009); ambas desencadenan  la necroptosis e  inhibición de  la 


























La  activación de  esas polimerasas hace que disminuya  el ATP  celular  y provoca 
muerte  celular.    Éste  es  el  motivo  por  el  que  las  células  con  mayor  velocidad  de 
división son las más afectadas por las mostazas (Pita R. and Vidal‐Asensi S., 2010). 
Se ha observado que  los enlaces que  se  forman  con el ADN parecen  tener una 
afinidad especial por el N‐7 de  la  guanina  (Figura 5). Como  resultado de esa unión, 
tiene  lugar  la  formación  de  N7‐hidroxietiltioetil‐guanina  (HETE‐N7Gua)  y  en  menor 



















mediante  la  enzima  glutatión  transferasa  (Figura  6).    Esta  mostazas  también 
interaccionan  con  el  glutatión  y  aumentan  los  radicales  libres  originados  por 
peroxidación de los lípidos de membrana, alterando su integridad (Shakarjian Michael 
P. et al., 2010). 
Pita  R.  y  Vidal‐Asensi  S  en  2010  plantean  que  el  estrés  oxidativo  por  especies 





















antes  de  la  aparición  de  los  síntomas.  En  las  mostazas  nitrogenadas  aparecen 
inmediatamente a su exposición. 









anorexia. A medida  que  aumenta  la dosis  se provoca  inmunosupresión,  leucopenia, 





estimada en 100 mg/Kg.      La  concentración  letal en  forma  gaseosa o  aerosol  causa 
muerte en el 50% de personas expuestas (LD50) con dosis de 15,0 mg min/mm3 de piel 
expuesta (Chauchan S. et al., 2008). 
Un  estudio  comparó  la  toxicidad  que  producen  las  diferentes  sustancias 



























a 100 mg  ∙ min  / m3 causan  síntomas oculares como conjuntivitis,  sensación de 
arenilla debajo del párpado y lagrimeo (Kehe Kai and Szinic Ladislaus, 2005). 
A medida que van aumentando las dosis de este vapor (más de 200 mg ∙ min / 
m3),  aparecen  lesiones  más  severas  edema  palpebral,  edema  corneal  con 
deterioro  de  la  visión  hasta  la  ulceración  corneal,  ceguera,  fotofobia  y 
blefaroespasmo severo (Chauchan S. et al., 2008).  
Aparecen  también úlceras  corneales  al poco  tiempo de  la  exposición  a dosis 
todavía más elevadas (Kehe Kai et al, 2008). 
II. Lesiones esplénicas: 
Goswami  y  colaboradores  en  2015,  observaron  en  los  análisis  de  sangre  de 
ratones,  una  disminución  del  número  de  leucocitos  circulantes  (linfocitos  y 
monocitos) tras la exposición a la mostaza nitrogenada (muy parecida a la mostaza 
sulfurada), por  lo que  analizaron  la histología del bazo.      En  ella,  se observó  al 
microscopio que se producía una disminución progresiva de la pulpa blanca y roja 
a  las  24  horas  tras  la  exposición.      Esta  destrucción  de  tejido  provoca  una 
disminución en el tamaño y peso del órgano (Goswami et al., 2015). 
III. Lesiones cutáneas: 
La  susceptibilidad  de  la  piel  a  la  exposición  de  las  mostazas  depende  de  la 
temperatura  de  la  piel,  la  humedad  y  localización.  Zonas  húmedas  con  capa 
epidérmica delgada (escroto, región anal) son más sensibles.  







La  formación  de  ampollas  (histológicamente  se  muestra  separación  de  la 
epidermis  de  la  dermis)  se  producen  con  dosis  más  elevadas;  aparecen  como 
pequeñas vesículas en la zona eritematosa y se van uniendo hasta formar una gran 
ampolla de pared delgada  y  llena de  líquido  amarillo  claro.  Las  áreas  afectadas 






1.  Forma  eritematosa:  comienza  con  una  proliferación  basal  acelerada  de 
queratinocitos  y  sus  núcleos  empiezan  a  degenerar  volviéndosen  picnóticos. 
Aparece  edema  en  dermis,  dilatación  de  sus  capilares,  infiltrado  intersticial  y 
perivascular. 
2. Exfoliación pigmentaria, con desorganización de la capa basal. 
3.  Vesicular  superficial  con  forma  ampollosa:  pasadas  nueve  o  doce  horas  de 
exposición,  los  queratinocitos  migran  a  otras  zonas  por  lo  que  se  pierden  las 





















órganos  tras  la  exposición.  Microscópicamente  se  produce  dilatación  de  los 







Microscópicamente,  inflamación  y  vacuolización,  edema  del  tejido,  núcleos 
celulares picnóticos, muerte celular en  las células de  las vellosidades  intestinales, 
reducción  del  número  de  placas  de  Peyer,  eosinofilia  y  un  incremento 
Figuras 9 y 10: A  la  izquierda podemos ver un corte histológico de la piel con la






considerable  de macrófagos  entre  las  células  de  la mucosa  de  las  vellosidades. 
También se vio dilatación de los vasos linfáticos y por supuesto, apoptosis celular.  
En  el  hígado  se  produce  una  gran  atrofia,  con  dilataciones  de  los  sinusoides 
hepáticos.  Sin  embargo,  no  se  observó  esteatosis,  ni  focos  inflamatorios  o 





más  largos,  como  es  el  cáncer  de  pulmón;  las  estirpes  histológicas  suelen  ser 
carcinoma escamoso de pulmón y adenocarcinoma. 
Otros  síntomas  que  se  incluyen  son  espasmos  laríngeos,  disminución  de  los 
sentidos del olfato y del gusto, traqueobronquitis, edema de las vías respiratorias 
que condicionan el paso del aire o ulceraciones de  las vías respiratorias y edema 
del  parénquima  pulmonar  que  más  tardíamente  evoluciona  en  enfisema 
pulmonar. 
Las  complicaciones  más  frecuentes  relacionadas  con  el  daño  epitelial  de  la 














es  aliviar  los  síntomas  y  evitar  las  infecciones,  estimulando  la  reepitelización  y  la 
cicatrización. Mantener  el  estado metabólico  adecuado  y  reemplazar  la  pérdida  de 
fluidos y electrolitos. 
 No existe  consenso en  si  se deben o no  romper  las  ampollas  y en  la  forma de 
tratamiento  (vendajes  o  no;  húmedos  o  secos).  Sin  embargo,  la  experiencia  de  los 
profesionales  sanitarios  en  países  afectados  como  es  el  caso  de  Irán,  recomiendan 
romperlas (excepto en las de tamaño pequeño o menores de 2 cm) y posteriormente, 
colocar vendajes con antisépticos locales. 
En  las  lesiones oculares,  los analgésicos  locales pueden aumentar el daño de  la 
córnea por  lo que se debe  recurrir a analgésicos sistémicos. Si existen  lesiones de  la 










cancerígenos de estos agentes y  la predicción de  tumores malignos que pueden  ser 
susceptibles a NH2, sino que también sirve para  la  identificación de áreas específicas 







Según  el  mecanismo  de  acción  de  las  mostazas,  no  sólo  provocan  la  muerte 
celular, sino que además impiden la división celular, contribuyendo a  la destrucción y 
freno  de  la  invasión  y  extensión  de  tumores.  Se  han  realizado  estudios  sobre  el 
tratamiento con estas mostazas en melanomas (Hansson Johan et al., 1987). 
También  han  ensayado  el  tratamiento  con  mostaza  de  nitrógeno  en  células  T 
malignas de  linfomas  cutáneos  y  en  enfermedades  inmunológicas  y  se ha  visto que 





estudios  que  se  incluyen  en  este  trabajo.  Es  un  flavonoide  que  se  encuentra  en 









glicósidos  de  quercetina  pueden  ser  absorbidos  en  el  intestino  delgado  en  mayor 
porcentaje que  la aglicona (quercetina sin el grupo azúcar) (Hollman P. C. de Vries et 
al, 1995).  Una probable explicación de ello es porque se facilita la absorción a través 
de  desglicosilación  (Day.  A.  J.,  et  al,  1998)  o  de  un  transporte  mediado  por 
transportadores.  En el intestino humano, la molécula de quercetina se conjuga con los 






3‐rutinosido  se metaboliza  a  ácido  phenyl‐C2  por medio  de  la microflora  del  colon 
(Manach C. et al, 2005). 
Posee  propiedades  antiinflamatorias,  antimicrobianas,  antitrombóticas, 
antialérgicas, antitumorales y antioxidantes. De esta última se ha observado que inhibe 
el estrés oxidativo,  la generación y  liberación de ROS como el anión superóxido  (O2‐) 
evitando el daño en el ADN (Bors W., Michel C., 2002). 
Algunos  estudios,  como  el  de  Panchal  de  2012,  demuestran  que  la  quercetina 
podría atenuar factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares.  Otros estudios, 
como el de Olson y colaboradores en 2008 y 2010, comprueban que es una sustancia 
que protege  tanto  in  vivo  como  in  vitro de  los  rayos UV  inhibiendo  los procesos de 
inflamación.  
Reduce la mortalidad de los fibroblastos irradiados con UVB y UVC, la producción 













tenemos  experiencia  con  el  antirradical  libre  quercetina  por  su  potente  actividad 
barredora lo que nos ha inducido a valorar su posible actividad protectora. 
Muchos  trabajos sobre  los  tóxicos se  realizan en animal completo, siendo pocos 
los  realizados  a  nivel  celular;  en  este  estudio  se  pretende  analizar  la  toxicidad  de 




Medida  de  la  toxicidad  del  sulfuro  de  mostaza  sobre  los  fibroblastos  humanos  en 
cultivo 














Para  la  realización  de  este  estudio  se  han  requerido  la  puesta  en  marcha  de   
cultivo  primario  de  fibroblastos  humanos  en  frascos  de  Flask  75  cm2  hasta  que  se 
encuentran confluyentes.   En ese momento  tripsinizaremos y cultivaremos en placas 




DMEM  (Dulbecco´s  Modified  Eagle´s  Medium)  con  glucosa  al  1%  y 
fenolftaleina  (un  indicador  del  pH  del  medio  que  nos  resulta  indicativo 
para  ver  si  el  medio  está  agotado).    El  medio  de  cultivo  hay  que 
complementarlo con: 
 










 Solución  salina  amortiguada  por  fosfatos  constituye  una  solución 






del  líquido extracelular de los mamíferos, es  isotónica y no‐tóxica para  las 
células de los mamíferos. Se emplea como vehículo neutro para células, ya 
que no modifica  el perfil de  expresión  y  funcionamiento  celular normal, 

















Es una proteína  celular,  capaz de difundir a  través de  la membrana, que 
tiene  como  función  modular  la  actividad  de  las  fosfolipasas  A2  y  es  un 
inhibidor  en  la  cascada  de  la  coagulación  ya  que  compite  por  sitios  de 
unión de  la fosfatidilserina. Las células viables tienen fosfatidilserina en el 











Es una molécula  fluorescente  impermeable  a  la membrana  celular  y por 
tanto  no  puede  introducirse  en  células  vivas.  Si  una  célula  sufre  una 
alteración en su membrana, esta molécula entra en  la célula uniéndose al 






y  25  cm2  tipo  Falcon,  tubos  50  cm2,  tubos  eppendorf,  gradillas,  micropipetas  de 
capacidad de 1000, 200, 100 y 50 microlitros con sus respectivas puntas de plástico, 
pipetas  de  vidrio,  baño  de  agua  caliente,  estufa  a  37ºC  con  CO2  al  5%,  nevera, 







realiza  mediante  la  lectura  de 
absorbancia  en  una  selección 
continua  de  longitudes  de  onda 
desde  200  hasta  999  nm    en 
incrementos de 1 nm (SAI Citómica.  
Universidad de Zaragoza). 







Es  un  sistema  que  combina  la  captura  microscópica  de  imágenes  a  alta 
velocidad con la citometría de flujo, para crear una plataforma estadísticamente sólida, 
ofreciendo una amplia gama de nuevas aplicaciones de análisis celular. 
Este  equipo  está  formado  por  cinco  láseres,  12  canales  de  imagen,  tres 
objetivos de microscopía de 20, 40 y 60 aumentos, campo claro que permite utilizar el 










































que tener en cuenta que también puede  llegar a ser tóxica.   En 1951 se  investigó en 
ratones  la dosis  LD50 oral de quercetina y establecieron una dosis  letal oral de 160 


























50 mL,  se  lavan  las  células con PBS,  se  resuspenden y  se centrifugan a 800 
rpm durante 5 min. Este procedimiento se  realiza  tres veces para conseguir 
una concentración aproximada de 3x106 células/mL. 









Fase  1.  Tras  el  cultivo  de  fibroblastos  en  placas  de  96  pocillos,  se  realizan  las 
mediciones de concentraciones de los tratamientos que se llevarán a cabo. 









Fase  2.  Se  vierte  SM  con  las  diferentes  concentraciones  sobre  los  pocillos  que 
contienen los fibroblastos y se dejan expuestas las células 30 minutos. 






mezcle  adecuadamente,  esto  es  mediante  la  observación  de  cristales  en  el 
microscopio y el cambio de coloración del pocillo, que resulta un tono violáceo.  
Fase 6. Se retira el sobrenadante intentando no retirar el MTT.  





























Fase  3.  Tras  30  minutos  de  exposición  se  retira  el  tratamiento  de  SM  y  se 
cambia el medio (DMEN con antibiótico y SFB) de los fibroblatos. 
Fase  4.  Esta placa  se  introduce  en  la  estufa  a 37ºC  y  5% CO2  y  se mantiene 
durante 24 horas. 






Fase  6.  Los  tubos  de  ensayo,  unos  son  controles  y  los  otros  contienen 
fibroblastos  que  habían  estado  expuestos  a  SM.  Para  después  centrifugar 
durante 5 minutos a 800 rpm. 
Fase 7. Se retira el sobrenadante y se procede al  lavado con 100 µl de PBS en 











Con  la  tinción  doble  anexina V  /  ioduro de propidio  se obtendrán  las 
diferentes poblaciones: 
‐ Doble  negativo:  el  ioduro  de  propidio  no  se  habrá  introducido 











‐ Anexina  V  positiva:  la  fosfatidilserina  se  encontrará  en  la  parte 
externa  de  la  membrana  citoplasmática  pero  la  membrana 
permanecerá  todavía  intacta  y  no  incorporará  ioduro  de  propidio. 
Esto es propio de células apoptóticas tempranas. 
 
‐ Doble  positivo:  las  células  incorporarán  anexina  V  +  ioduro  de 
propidio  ya  que  la  membrana  no  estará  dañada  pero  la 




















Es  la dosis de una  sustancia o  radiación que  resulta mortal para  la mitad de un 
conjunto o población de células o de animales. 





Para  estudiar  si  los  datos  tienen  una  distribución  paramétrica  se  aplicaron  las 
medidas  estadísticas  de  Skewness  and  Kurtosis  a  cada  variable  cuantitativa.  
Posteriormente  se  aplicaron  los  test  de  ANOVA  y  test  de  t‐Student  cuando  los 




Con  la  recogida  de  los  datos  obtenidos  de  la  lectura  de  placas  de  Eon  se  ha 
procedido  a  la  realización  de  los  datos  estadísticos  para  posteriormente  crear  los 
gráficos.    Para  ello  se  ha  usado  un  test  paramétrico  de  la  t  de  Student  para  la 








En  este  trabajo  se  han  estudiado  varios  experimentos  que  consisten  en  el 
estudio  del  efecto  sobre  la  viabilidad  celular  con MTT  tras  exposición  a  sulfuro  de 
mostaza a diferentes concentraciones, la determinación de cinco poblaciones celulares 
tratadas  con  sulfuro  de  mostaza  mediante  citometría  de  imagen‐AMNIS, 
determinación  de  cuatro  poblaciones  celulares  muertas  para  estudiar  los  tipos  de 







minutos,  comparando  las  muestras  tratadas  frente  a  los  controles  para  valorar  el 













100%  porque  no  llevan  ningún  tóxico.    Cuando  se  aplica  a  los  fibroblastos  una 
concentración muy baja de 200 M del tóxico las células mueren aproximadamente un 
30% con un valor calculado de viabilidad del 70,33% con una desviación estándar de 
±1,68%.    Con  el  tratamiento  de  500  M  del  sulfuro  de  mostaza,  la  mortalidad  es 
aproximadamente  del  35%  y  viabilidad  del  66.56%  con  una  desviación  estándar  de 
±3,58%.   Con dosis de 1000 M  la mortalidad es aproximadamente de un 45%  y  la 
viabilidad del 56.27% ±2.58% deduciendo de esta cifra la dosis letal 50 en 1290 M.  A 
concentraciones  muy  altas  de  2000  M,  la  mortalidad  celular  calculada  era  de 








La  determinación  de  5  poblaciones  celulares  realizada  con  anexina  V/IP 
mediante  citometría  de  imagen  AMNIS  permite  determinar  la  población  de  células 






  La  gráfica  2  muestra  la  disminución  de  la  población  de  células  vivas  de  las 
muestras tras realizar un tratamiento de 1 mM de CES (se utiliza este valor por ser el 
más  cercano  al  LD50)  obteniendo  una  viabilidad  de  55.30±2.946%.  Mediante  estos 
valores se puede calcular la toxicidad de la dosis 1mM en 33.33±1.595% como vemos 
en la gráfica. 













tinción  de  ioduro  de  propidio‐anexina  V.  En  el  apartado  anterior  se  mostraba  la 
población de  células  vivas  y  en  la gráfica 3  se muestran  los  cuatro  tipos de muerte 
celular estudiados con un tratamiento de 30 minutos con CES tras 24 horas. 
La grafica 3 muestra los cambios en la población debida al tratamiento con CES 
1mM.  Se  pueden  observar  cambios  en  todas  las  poblaciones  celulares  siempre 
encontrando  un  aumento  con  el  tratamiento.  Sin  embargo,  las  poblaciones  de 
apoptóticas  tempranas  y  necróticas  que  en  el  control  son  de  1.82±0.289%  y 
1.42±0.445%  respectivamente,  aplicando  CES  aumentan  solamente  hasta 
3.217±0.532%  y  2.227±0.414%  lo  que  implica  una  subida  muy  leve  de  estas 
poblaciones debido al tóxico.  Sin embargo, la población control de apoptóticas tardías 
(6.697±0.860%)  y  de  necroptóticas  (1.867±0.362%)  aumentan  por  efecto  del 
tratamiento CES hasta 25.383±1.787% y 12.779±0.388% respectivamente.  Esto indica 








  Los  valores  obtenidos  permiten  concluir  que  el  tratamiento  con  CES  1mM 
incrementa principalmente la muerte por apoptosis tardía y necroptosis. 
 






















aprecia en  la gráfica 4  la quercetina aumentó  la vitalidad de  las células  tratadas con 
1mM de CES desde  los 53.27±3.80% hasta 84.22±4.30% en dosis de 0.5 µM y hasta 
94.85±2.51%  para  2.5  µM  de  quercetina.  De  esta  forma,  la  quercetina  demostró 






en  2001,  han  utilizado  concentraciones  de  CES  entre  100‐300  µM  para  intentar 
describir los mecanismos vesicantes que se producen tras la exposición a CES; es decir, 
la  alquilación  de  estructuras  celulares  y  moleculares  y  toda  la  cascada  de 
acontecimientos  que  confluyen  hasta  la  muerte  celular.  En  1992  Khan  S.  y 
colaboradores  se  atreven  a  utilizar  concentraciones más  elevadas  de  hasta  1.5 mM 
pero  de mostaza  nitrogenada  en  hepatocitos, muy  parecida  a  la  del  azufre;  con  la 
referencia  de  estos  autores  se  ha  decidido  realizar  estos  experimentos  a 
concentraciones en torno a las descritas. 
Kai Kehe y colaboradores en 2013 describen un modelo de queratinocitos en 
cultivo  en  que  aplican  sulfuro  de  mostaza  a  concentraciones  entre  0.3  y  300  µM, 
detectando  enlaces  entre  CES  y  ADN.    En  este  mismo  artículo  se  señala  que  se 
producían efectos del tóxico en soldados iraníes intoxicados con unas concentraciones 
sistémicas de 0.9 µM; es decir, que a esas concentraciones tan pequeñas de CES ya se 







mM, cuando se han expuesto  los fibroblastos durante 30 minutos.   La mayoría de  los 
autores  referenciados  en  la  bibliografía,  plantean  los  estudios  en  animales  de 
experimentación  y  no  calculan  la  LD50;  por  tanto,  las  dosis  utilizadas  no  son 
comparables  a  las  realizadas  en  nuestro  trabajo,  a  excepción  de  Khan  S  en  1992, 
quienes utilizaron mostaza nitrogenada y un modelo celular de hepatocitos  logrando 
determinar a concentración de 1.5 mM una mortalidad celular de casi un 50% (LD50) 
tras  120 minutos  de  exposición, mientras  que  a  concentraciones  de  1 mM  de  esta 




Sharma   Manoj  en  2008  afirman  que  la  toxicidad  del  sulfuro  de mostaza  es 
mayor que la nitrogenada cuando la vía de administración es subcutánea. 
 En  la gráfica 2 se aprecia un aumento de  la mortalidad de  los  fibroblastos de 
un 33.33% con 1mM de CES, próxima a LD50. 
Los  autores  Smith  K.  J.  en  1997,  Simbulam‐Rosenthal  en  2006  y  Kehe  K.  en 
2000, observaron mediante experimentos in vitro con queratinocitos un aumento en la 
población de células apoptóticas utilizando concentraciones de 100  µM, sin especificar 
que  esta  dosis  fuera  LD50.    Por  tanto,  para  estos  autores  esta  concentración  es 
significativa en términos de citotoxicidad in vitro puesto que comienza a producirse la 
cascada  de  acontecimientos  (modificaciones  de  la  membrana  celular  y  núcleo 
picnótico) que desencadena la apoptosis celular. 
En cuanto a los tipos de muerte celular según se demuestran en los resultados 
obtenidos mediante  citometría  de  imagen  en  la  gráfica  3,  se  ha  observado  que  se 
produce necrosis, necroptosis,  apoptosis  temprana  y  tardía, pero  a  concentraciones 
del tóxico más elevadas de las que utilizan los autores mencionados.  En ninguno de los 





tardía.    En  esta misma  gráfica,  se  ha  podido  observar  que  los  dos  tipos  de muerte 
celular predominantes tras la exposición a CES son la apoptosis tardía (25.383±1.787%) 
y la necroptosis (12.779±0.388%). 
Smith  J.  en  1995  solamente  describe  la  muerte  por  necrosis  como  único 
mecanismo de muerte celular en el que participa el CES.  Tres años más tarde, en 1998 
Rosenthal fue capaz de diferenciar una población apoptótica producida por efecto de 
CES, de forma que  la muerte por necrosis no es  la única vía de acción de  la toxicidad 
del CES. Posteriormente autores como Sharma M. en 2010, Greenberg Shari en 2006 o 
Kehe  Kai  en  2008,    corroboran  que  se  dan  dos  tipos  de muerte  celular:  necrosis  y 
apoptosis. 
En  la gráfica 4 se ha podido comprobar mediante  test de MTT el gran efecto 
protector  que  ofrece  la  quercetina  ante  la  exposición  a  CES.    Concentraciones  de 
quercetina  de  0.5  µM  ofrecen  una  protección  de  66.22%  y  a  dosis  2.5  µM  una 
protección todavía más significativa del 88.96%.   El tóxico  libera radicales  libres, tal y 
como  describen  los  autores  Kehe  Kai  y  Szinicz  Ladislaus,  en  2005.  Basándonos  en 
nuestros  resultados  podemos  suponer  que  la  reducción  de  la  muerte  celular  con 
tratamientos de quercetina, conocido antioxidante  (Bors W., Michel C., Casanova A., 
2002, 2005 y 2015),  podría ser debida al efecto antiradicales libres de esta sustancia.  










CES  obtenidos  tanto  con  MTT,  como  por  citometría  de  imagen  AMNIS,  son  muy 
similares. 
En el cultivo de  fibroblastos humanos, el  tóxico CES  induce  la muerte celular de 
manera dosis dependiente, con una dosis letal 50 de 1290 M. 
El  tipo  de  muerte  celular  inducida  por  el  tóxico  CES,  es  mayoritariamente  por 
apoptosis  tardía  y necroptosis,  ambas poblaciones  celulares han  incrementado  siete 
veces los valores control. 
La  quercetina  ha  mostrado  proteger  contra  la  exposición  al  tóxico  con  gran 
eficacia.  Para  exposiciones  de  CES  1 mM,  la  quercetina  0,5  y  2,5  µM  disminuyó  la 
mortalidad celular en un 66.22% y 88.96% respectivamente. 
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